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L’utilisation des anti-inflammatoires non-stéroïdiens (AINS) est associée à une multitude 
d’effets secondaires néfastes sur le tube digestif de l’embryon, du fœtus et du nouveau-né. 
En effet, des études antérieures du laboratoire ont permis de mettre en évidence les effets 
néfastes de l’administration des AINS, comme l’indométacine (Perron et al., 2013), sur le 
profil d’expression de plusieurs groupes de gènes dans la muqueuse intestinale immature 
humaine. Ainsi, dans un effort de minimiser ces effets néfastes, des dérivés de ces drogues 
exploitant les effets cellulaires bénéfiques connus de gaz biologiquement actifs, comme le 
sulfure d’hydrogène (H2S), ont été développés, notamment l’ATB-352, un dérivé de 
kétoprofène. 
Le but de cette étude est de déterminer les effets du kétoprofène et de son dérivé, ATB-352, 
sur les voies métaboliques de la muqueuse intestinale immature humaine précédemment 
identifiées comme étant significativement altérées en réponse à l’indométacine (Perron et 
al., 2013), en culture organotypique. Le niveau d’expression des gènes impliqués dans ces 
voies ont été mesurés par RT-qPCR suite à un traitement de 48 heures.  
L’analyse de l’expression du messager de COX-2 des différentes cultures étudiées a permis 
d’observer deux modèles de réponse distincts, soit un groupe de «répondeurs» où 
l’expression du messager de COX-2 était augmentée et un groupe de «non-répondeurs» où 
celle-ci était invariable en réponse au kétoprofène. Les effets négatifs de l’indométacine 
observés antérieurement sur l’expression des oxydoréductases (DUOX2, NOS2 et SOD2) 
n’ont pas été retrouvés avec le groupe répondeur de kétoprofène. De plus, aucun 
changement significatif n’a pu être observé entre les effets du dérivé ATB-352 et du 
kétoprofène seul. 
Les résultats obtenus suggèrent des effets secondaires sur la muqueuse intestinale immature 
humaine moins néfastes suite à l’administration du kétoprofène comparativement à 
l’indométacine, possiblement dû à son rôle de double inhibiteur des enzymes impliquées 
dans le métabolisme de l’acide arachidonique. Toutefois, ces résultats n’ont pas permis de 
démontrer l’efficacité du H2S, possiblement dû à son épuisement dans le milieu de culture. 
 
 
Mots clés : Anti-inflammatoires non-stéroïdiens, kétoprofène, H2S, muqueuse intestinale 
immature humaine, gènes de référence.  
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 I- INTRODUCTION 
 
 
1. Entérocolite nécrosante néonatale  
Décrite pour la première fois en 1965 par Mizrahi et ses collaborateurs (Mizrahi et al., 
1965), l’entérocolite nécrosante néonatale (ENN) est aujourd’hui considérée comme l’une 
des maladies gastro-intestinales les plus dévastatrices, mais aussi la plus commune chez les 
nouveau-nés prématurés, affectant près de 10% des nouveau-nés prématurés de très faible 
poids (<1500g) (Pierro et Hall 2003) avec une incidence inversement proportionnelle à 
l’âge gestationnel de l’enfant (Guthrie et al., 2003). Cette entéropathie, caractérisée par 
l’entrée en nécrose des cellules épithéliales intestinales pouvant menée à des perforations 
intestinales dans les stades les plus avancés de la pathologie, est associée à des taux 
significatifs de mortalité oscillant entre 20 et 50%, selon les différentes institutions (Patel 
et Shah, 2012; Niemarkt et al., 2015). Toutefois, bien que l’entérocolite puisse être 
contrôlée et traitée chez certains patients, ceux-ci demeurent plus à risques de développer 
des problèmes digestifs secondaires, tels que le syndrome de l’intestin court, certaines 
maladies du foie ainsi que des retards neurodéveloppementaux (Henry et Moss 2009; Rees 
et al., 2007).   
 
1.1 Diagnostic de l’ENN 
C’est dans un effort d’uniformité des soins apportés aux nouveau-nés atteints de la 
pathologie que Bell et son équipe ont mis sur pied le premier système de classification des 
stades de l’entérocolite nécrosante (Bell et al., 1978). En effet, ceux qu’on appellera plus 
tard les «critères de Bell» catégorisent les patients atteints selon leurs signes systémiques, 
leurs signes intestinaux ainsi que leurs signes radiologiques, en 3 stades différents, soit I-
Soupçonné, II-Défini et III-Avancé, tels que décrits au Tableau 1 (Neu, 1996).  
Ce qui contribue à la gravité de la maladie est que ses premiers symptômes cliniques sont 
difficilement décelables puisqu’ils s’apparentent à plusieurs autres maladies gastro-
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intestinales et à certains troubles respiratoires et cardiaques (Henry et Moss 2009). Ainsi, la 
confirmation du diagnostic de l’entérocolite nécrosante néonatale est souvent effectuée à 
des stades avancés de la maladie en raison de sa progression insidieuse.  
 
Tableau 1 : Critères de Bell pour la classification des stades de l’entérocolite nécrosante. 
STADE SIGNES SYSTÉMIQUES SIGNES INTESTINAUX SIGNES RADIOLOGIQUES 
I. Soupçonné    
A Température instable, 
apnée, bradycardie 
Résidus pré-gavage 
élevés, légère 
distension abdominale, 
sang dans les selles 
Normal ou léger iléus 
B Identique à IA Identique à IA, sang 
plus important dans les 
selles 
Identique à IA 
II. Défini    
A: Légèrement malade Identique à IA Identique à IA, absence 
de bruits intestinaux, 
sensibilité abdominale 
Iléus, pneumatose 
intestinale 
B: Modérément malade Identique à I, légère 
acidose métabolique, 
légère thrombocytopénie 
Identique à I, absence 
de bruits intestinaux, 
sensibilité abdominale 
définie, cellulite 
abdominale, masse du 
quadrant inférieur droit 
Identique à IIA, gaz dans 
la veine porte, avec ou 
sans ascite 
III. Avancé    
A: Sévèrement malade, 
intestin intact 
Identique à IIB, 
hypertension, 
bradycardie, acidose 
respiratoire, acidose 
métabolique, coagulation 
intravasculaire 
disséminée, neutropénie 
Identique à I et II, 
signes de péritonite 
généralisée, sensibilité 
marquée et distension 
de l’abdomen 
Identique à IIB, ascite 
définie 
B: Sévèrement malade, 
intestin perforé 
Identique à IIIA Identique à IIIA Identique à IIB, 
Pneumopéritoine 
 
 
1.2 Pathogénèse de l’ENN 
Bien que la pathophysiologie exacte de l’entérocolite nécrosante n’ait pas encore été 
complètement élucidée, les cliniciens et chercheurs s’entendent pour dire qu’il s’agit d’une 
maladie d’origine multifactorielle ayant comme principal facteur de risque la prématurité 
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(Gordon et Swanson, 2014). Plusieurs autres facteurs de risque ont aussi été proposés, 
jouant un rôle important dans la pathogénèse de la maladie, notamment l’alimentation 
entérale et une colonisation bactérienne anormale (Caplan, 2014; Choi, 2014).  
Le développement de l’ENN résulte d’une réponse inflammatoire excessive incontrôlée 
responsable du maintien de l’activité pathologique au centre d’un cercle vicieux. Toutefois, 
les preuves sont insuffisantes pour conclure une prédominance d’une réponse adaptative de 
type Th1, Th2 ou encore Th17 (Cho et al., 2016). Un enchaînement de facteurs serait 
responsable de l’érosion de l’épithélium dans la progression de l’ENN. Une brèche dans la 
barrière intestinale pourrait être initialement causée par la perturbation des jonctions 
serrées, encore immatures, par les bactéries de la flore intestinale anormalement en contact 
avec l’épithélium (Claud 2010). De plus, bien que l'apoptose soit un processus normal du 
turnover des entérocytes, leur apoptose accélérée pourrait participer à l’accentuation des 
dommages causés à la barrière intestinale. L’étape finale de l’érosion de l’épithélium 
résulte de la progression de la cascade inflammatoire déclenchée, soit l’entrée en nécrose 
des cellules épithéliales intestinales, le trait caractéristique de l’ENN (Claud 2010).   
L’exposition précoce et continue des nouveau-nés prématurés à une panoplie de 
traitements, notamment aux anti-inflammatoires non-stéroïdiens, serait aussi associée à une 
augmentation du risque de développement de l’ENN (Gephart et al., 2012).  
 
2. Anti-inflammatoires non-stéroïdiens 
Les anti-inflammatoires non-stéroïdiens (AINS) représentent une classe de médicaments 
aux propriétés analgésiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires, permettant le traitement 
de la douleur, de la fièvre et de l’inflammation. Le mécanisme d’action des AINS 
classiques passe par l’inhibition de la voie principale du métabolisme de l’acide 
arachidonique (AA), soit la production de prostaglandines, via l’inhibition de l’activité des 
cyclo-oxygénases 1 et 2 (COX-1 et COX-2) responsables de la production de 
prostaglandines et thromboxanes impliquées dans le développement de l’inflammation 
(Pollard et Earnshaw, 2002), tel que dépeint à la figure 1. Ainsi, c’est l’inhibition de 
l’activité des isoenzymes COX qui confère aux AINS leur pouvoir anti-inflammatoire.    
 

 

)LJXUH0pFDQLVPHG¶DFWLRQGHVDQWLLQIODPPDWRLUHVQRQVWpURwGLHQV/HPpFDQLVPHG¶DFWLRQ
GHV DQWLLQIODPPDWRLUHV QRQVWpURwGLHQV SDVVH SDU O¶LQKLELWLRQ GHV F\FORR[\JpQDVHV &2; HW
&2; UHVSRQVDEOHV GH OD SURGXFWLRQ GHV SURVWDJODQGLQHV HW OHXFRWULqQHV TXL FRQWULEXHQW DX
GpYHORSSHPHQWGHO¶LQIODPPDWLRQ

8WLOLVDWLRQGHVDQWLLQIODPPDWRLUHVQRQVWpURwGLHQVHQFOLQLTXH
/HV$,16 UHSUpVHQWHQW OD FODVVH GHPpGLFDPHQWV OD SOXV ODUJHPHQW SUHVFULWH DXPRQGH
2XWUHOHVXVDJHVKDELWXHOVTX¶RQOXLFRQQDvWFRPPHOHWUDLWHPHQWGHODILqYUHRXGXPDOGH
WrWH FHWWH FODVVH GH PpGLFDPHQWV HVW DXVVL ODUJHPHQW XWLOLVpH DX VHLQ GHV K{SLWDX[
QRWDPPHQWHQFHTXLDWUDLWjODSpULQDWDORJLH(QHIIHWGHSXLVOHVDQQpHVFHUWDLQV$,16
RQW IDLW OHXUV SUHXYHV HW VRQW HQFRUH j FH MRXU XWLOLVpV GH IDoRQ HIILFDFH DX[ F{WpV GHV
DJRQLVWHV DGUpQHUJLTXHV GHV UpFHSWHXUV ȕ΍ HW GHV EORTXHXUV GH FDQDX[ FDOFLTXHV FRPPH
DJHQWVWRFRO\WLTXHV&HVDJHQWVSHUPHWWHQWO¶LQGXFWLRQG¶XQHWRFRO\VHVRLWXQHGLPLQXWLRQ
GHV FRQWUDFWLRQV XWpULQHV DILQ GH UHWDUGHU OHV PHQDFHV G¶DFFRXFKHPHQW SUpPDWXUp
O¶LQGRPpWDFLQHpWDQWO¶DJHQWWRFRO\WLTXHGHUpIpUHQFHSHUPHWWDQWGHUHWDUGHUFHVPHQDFHVGH
KHXUHVMXVTX¶jMRXUV%HUNPDQHWDO
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Les anti-inflammatoires non-stéroïdiens, tels que l’ibuprofène et l’indométacine, sont aussi 
utilisés dans le traitement de la plus commune des anormalités cardiovasculaires chez les 
nouveau-nés prématurés, soit la persistance du canal artériel (PCA) (Van Overmeire et 
Chemtob, 2005). Ce canal artériel, fonctionnel uniquement chez le fœtus, est un vaisseau 
sanguin reliant le tronc pulmonaire à l’aorte. Bien que sa présence soit nécessaire au cours 
de la vie fœtale, afin de permettre au sang d’éviter la circulation pulmonaire et ainsi 
permettre son oxygénation via le placenta, il est indispensable que celui-ci se referme dans 
les jours suivants la naissance (Dice et Bhatia, 2007). Ainsi, lorsque celui-ci ne parvient 
pas à se refermer de façon naturelle, l’administration d’AINS permet de faciliter cette 
fermeture par l’inhibition des prostaglandines responsables du maintien de la 
«persistance», et ce, de manière efficace dans 60 à 80% des cas traités (Dani, 2011). Dans 
les cas où l’administration d’AINS ne parvient pas à stimuler la fermeture permanente du 
canal artériel, celui-ci sera refermé grâce à une ligature chirurgicale.  
 
2.2 Effets secondaires de l’administration des anti-inflammatoires non-stéroïdiens  
Il est bien connu que l’administration des anti-inflammatoires non-stéroïdiens, chez 
l’adulte, est associée à plusieurs effets secondaires, particulièrement gastro-intestinaux, tels 
que des ulcères, des saignements et même des perforations intestinales, qu’on qualifie 
d’entéropathies causées par les AINS ou NSAIDs enteropathy (Peng et Duggan, 2005). Il 
n’est donc pas surprenant de voir que ces mêmes AINS sont aussi la cause de plusieurs 
effets indésirables en périnatalogie. En effet, les AINS administrés aux femmes enceintes 
pour le traitement de la fièvre, de la douleur ou lorsqu’utilisés comme agents tocolytiques 
ont le pouvoir de traverser le placenta et sont responsables de plusieurs effets indésirables 
chez l’embryon, le fœtus et le nouveau-né (Antonucci et al., 2012). En plus d’être associée 
à un risque accru de fausses couches et de malformations, l’exposition anténatale aux 
AINS est aussi responsable de plusieurs troubles affectant le cerveau, les reins, les 
poumons, le système cardiovasculaire et, dans le cas qui nous intéresse, le tube digestif, des 
nouveau-nés prématurés (Antonucci et al., 2012). Au niveau gastro-intestinal, ces drogues 
sont associées à une augmentation du risque de développement d’entéropathies, telles que 
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la perforation intestinale spontanée (SIP) et l’entérocolite nécrosante néonatale, décrite 
précédemment (Gordon, 2009; Hammers et al., 2015).  
En plus des risques liés à l’exposition anténatale, l’administration d’AINS dans le cadre du 
traitement de la PCA, suite à la naissance, est aussi associée à des effets secondaires gastro-
intestinaux similaires. En effet, bien que cette association soit sujette à controverse, 
plusieurs groupes de recherche ont pu établir un lien direct entre la prise d’AINS, 
d’indométacine dans la grande majorité des cas, et le développement de l’ENN (Grosfeld et 
al., 1996; Fujii et al., 2002; Sharma et al., 2010).  
 
2.3 Étude antérieure de l’impact des anti-inflammatoires non-stéroïdiens sur la 
muqueuse intestinale immature humaine 
Le laboratoire du Pr. Beaulieu s’est intéressé à l’impact local de l’administration 
d’indométacine, soit l’AINS le plus communément utilisé en périnatalogie, sur la 
muqueuse intestinale immature humaine en utilisant la culture organotypique comme 
modèle expérimental. Une courbe dose-réponse de l’inhibition des prostaglandines E2 
(PGE2) a d’abord permis d’établir la concentration optimale à utiliser pour la culture 
organotypique (Perron et al., 2013). La concentration de 1µM d’indométacine a été 
sélectionnée puisqu’elle représentait une inhibition de plus de 90% de la synthèse de PGE2 
dans l’iléon et le côlon, en plus de représenter la concentration sanguine retrouvée chez les 
enfants ayant reçu le traitement pour la fermeture du canal artériel (Perron et al., 2013).  
L’analyse des résultats obtenus des Puces à ADN par le logiciel Ingenuity pathway analysis 
(IPA) a permis d’observer, qu’en réponse à l’indométacine, plusieurs fonctions 
métaboliques de la muqueuse intestinale immature humaine sont significativement altérées, 
notamment plusieurs reliées à l’inflammation, sans grande surprise puisqu’il s’agit d’un 
anti-inflammatoire, mais aussi, et ce, de manière plus étonnante, au stress oxydatif. En 
effet, l’indométacine diminue l’expression des gènes reliés à la glycolyse et à la 
phosphorylation oxydative, tels qu’ALDOA, ENO1 et NDUFA9. L’indométacine exerce 
aussi un effet négatif sur l’expression de certaines oxydoréductases clés, notamment en 
diminuant l’expression de DUOX2 et NOS2 (Perron et al., 2013). Ainsi, le mécanisme 
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proposé responsable des effets gastro-intestinaux nocifs de l’indométacine serait un 
dérèglement du métabolisme du glucose et des fonctions mitochondriales causant une 
augmentation de la production de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) ainsi qu’une 
diminution d’ATP résultant en une perturbation de la barrière intestinale (Perron et al., 
2013).  
 
2.4 Dérivés d’anti-inflammatoires non-stéroïdiens 
C’est dans le but de minimiser les effets secondaires gastro-intestinaux néfastes amenés par 
l’administration des AINS classiques, qu’un grand nombre de dérivés de ses drogues ont 
été développés. Parmi ceux-ci, certains dérivés ont exploité les effets connus sur les 
fonctions cellulaires de gaz biologiquement actifs, appelés gasotransmetteurs ou 
gasomédiateurs, tels que l’oxyde nitrique (NO) et le sulfure d’hydrogène (H2S) (Li et al., 
2011). Le principe étant qu’un groupement contenant les éléments essentiels à la formation 
du gaz est ajouté à la composition classique de l’AINS choisi afin qu’une fois administré 
celui-ci puisse être relâché en réagissant avec les molécules d’H2O présentes dans le tube 
digestif (Gemici et al., 2015).  
 
2.4.1 Dérivés d’anti-inflammatoires non-stéroïdiens liés à l’oxyde nitrique 
Les dérivés d’AINS liés à l’oxyde nitrique (NO), soit à un groupement tel que le 
nitroxybutylester, sont parmi les premiers dérivés à avoir vu le jour dans l’espoir de 
contrebalancer les effets secondaires indésirables de l’administration des AINS (Wallace et 
al., 1994b). Le NO endogène, produit par les cellules endothéliales, est en fait un médiateur 
vasodilatateur connu pour jouer un rôle essentiel dans le maintien de l’intégrité et la 
défense de la muqueuse (Whittle et al., 1989; MacNaughton et al., 1989). Ce sont ces 
effets cytoprotecteurs qui ont inspiré l’équipe du Pr. Wallace à développer, dans le milieu 
des années 90, des dérivés NO-NSAIDs. Alors que leur efficacité comme anti-
inflammatoires, soit comme inhibiteurs de COX, est comparable à celle des AINS 
classiques, les dérivés liés au NO causent significativement moins de dommages à la 
muqueuse en plus de réduire, in vivo, le niveau d’agrégation des plaquettes (Wallace et al., 
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1994a; Wallace et al., 1994b; Davies et al., 1997). Ces dérivés exercent donc des effets 
protecteurs capables de contrecarrer les effets dommageables liés à l’inhibition des COX.  
 
2.4.2 Dérivés d’anti-inflammatoires non-stéroïdiens liés au sulfure d’hydrogène 
Les dérivés d’AINS liés au sulfure d’hydrogène (H2S) ont été développés, plus récemment, 
par le même groupe de chercheurs auquel on attribue le développement des NO-NSAIDs 
(Wallace et al., 2008). Le H2S, tout comme le NO, est un médiateur gazeux important 
jouant un rôle clé dans la régulation de processus physiologiques et pathologiques (Li et 
al., 2011). Plusieurs études ont montré que le H2S pouvait contrebalancer la majorité des 
effets secondaires reliés à l’administration des AINS en atténuant certains éléments de 
l’inflammation (Wallace 2010). L’apport en H2S interviendrait de deux façons, soit par des 
actions anti-inflammatoires, telles que l’inhibition de l’activation de la voie NF-κB par 
l’inhibition de la dégradation d’IκB-α empêchant ainsi la translocation de NF-κB au noyau 
(Li et al., 2007), et par des effets protecteurs sur le tube digestif, comme l’inhibition de 
l’adhérence des leucocytes et la réduction de l’expression de cytokines pro-inflammatoires, 
telles que TNFα, IL-1β et IFNγ, résultant de l’inhibition de l’activation de NF-κB (Fiorucci 
et al., 2005; Fiorucci et al., 2007).  
En comparaison avec leurs homologues classiques, les dérivés d’AINS liés au H2S sont 
associés à un nombre significativement moins important de dommages gastro-intestinaux 
tout en inhibant aussi efficacement la synthèse de prostaglandines (Wallace et al., 2007; Li 
et al., 2007). Dans le tube digestif, le mécanisme par lequel le H2S protègerait contre les 
entéropathies causées par les AINS semble inclure des changements dans au moins trois 
facteurs clés, soit la composition/sécrétion de la bile, le microbiote et la recirculation 
entérohépatique des AINS (Gemici et al., 2015).  
 
2.5 Le kétoprofène 
Les travaux de cette étude portent sur le kétoprofène et un composé dérivé de cet AINS. Le 
kétoprofène, aussi connu sous l’appellation chimique acide 2-(3-benzoylphényl)-
propionique, est un AINS classique de la classe des acides 2-arylpropionique (Figure 2). Le 
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kétoprofène est une molécule chirale dont seul l’énantiomère S possède des activités 
biologiques (Kokki, 2010). Ses propriétés anti-inflammatoires lui sont conférées par 
l’inhibition non spécifique des isoenzymes COX-1 et COX-2, telles que décrites 
précédemment. Le kétoprofène est principalement utilisé pour le soulagement 
symptomatique de la fièvre et le contrôle de la douleur à la fois chez l’enfant et chez 
l’adulte, en plus d’être utilisé comme traitement pour certaines conditions inflammatoires 
et musculo-squelettiques, telles que l’arthrite rhumatoïde et l’arthrose (Kokki, 2010; 
Glówka et al., 2011).  
 
Figure 2 : Structure chimique du kétoprofène. Structure chimique de l’acide (S)-2-(3-
benzoylphenyl)-propionique.  
 
2.5.1 Dérivé du kétoprofène 
Tout comme la grande majorité des AINS classiques, le kétoprofène possède un 
homologue lié à l’H2S, connu sous l’appellation ATB-352. Ce dérivé est en fait une liaison 
de la structure classique du kétoprofène à un groupement 4-hydroxythiobenzamide (TBZ) 
ayant la capacité de relâcher le H2S (Wallace et al., 2008). Le mécanisme proposé de 
relâche du gaz et du kétoprofène à partir de l’ATB-352 est assez simple. Quelques minutes 
après son administration, l'hydrolyse du groupement thiol conduit à la libération du H2S, 
résultant donc en un composé intermédiaire: le kétoprofène-4-hydroxybenzamide (Gemici 
et al., 2015). Ce composé intermédiaire va ensuite se dissocier, quelques heures plus tard, 
libérant ainsi le kétoprofène et le groupement benzamide, tel que décrit à la figure 3. 
À doses équimolaires, chez le rat, l’administration orale du kétoprofène seul résulte en des 
ulcérations au niveau de l’iléon, alors que les rats traités avec l’ATB-352 ne développent 
aucun dommage intestinal, bien que l’inhibition de la synthèse des prostaglandines et des 
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place un protocole de culture organotypique d’explant d’intestin fœtal humain permettant 
leur maintien dans un environnement contrôlé pour plusieurs jours. En effet, en plus de 
conserver l’architecture morphologique de la muqueuse, la méthode de culture 
organotypique développée permet aussi de préserver la synthèse d’ADN et la synthèse 
protéique (Ménard et Arseneault, 1985).  
Cette technique a permis d’étudier les effets de plusieurs composantes sur les processus 
biologiques de la muqueuse intestinale immature humaine, notamment l’influence de 
l’hydrocortisone (Ménard et al., 1990) et les effets biologiques du facteur de croissance 
épidermique (EGF) (Ménard et al., 1988). Plus récemment, cette méthode a aussi été 
utilisée pour déterminer les effets de certains anti-inflammatoires non-stéroïdiens, soit 
l’indométacine (Perron et al., 2013) et l’ibuprofène (Ferretti et al., en préparation), sur le 
profil d’expression génique de la muqueuse intestinale à mi-gestation, tel que discuté 
précédemment.  
 
4. Hypothèse et objectifs 
L’utilisation des AINS en périnatalogie est associée à plusieurs effets secondaires néfastes 
affectant une multitude d’organes, notamment le tube digestif, où elle contribue au 
développement d’entéropathies telles que la SIP et l’ENN. Ces effets secondaires ont 
d’ailleurs pu être observés sur la muqueuse intestinale immature humaine en culture 
organotypique en présence d’indométacine. Toutefois, dans le but de minimiser les effets 
secondaires indésirables amenés par l’administration d’AINS, des dérivés de ces drogues 
ont été développés en exploitant les effets cytoprotecteurs connus de gaz biologiquement 
actifs, comme le H2S.  
L’hypothèse de recherche soutenant cette étude est que l’administration de kétoprofène 
causerait des dommages à la muqueuse intestinale immature humaine similaire à ceux 
observés précédemment avec l’indométacine en contexte de culture organotypique. 
Toutefois, l’apport du H2S par le dérivé ATB-352, permettrait l’atténuation de ces effets 
secondaires de par ses pouvoirs anti-inflammatoires et cytoprotecteurs. Deux objectifs ont 
été fixés dans le but de répondre à cette hypothèse. Dans un premier temps, une étude des 
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effets du kétoprofène dans la muqueuse intestinale immature humaine sera effectuée afin 
de déterminer si celui-ci affecte de la même manière les voies métaboliques 
significativement altérées en réponse à l’indométacine, précédemment caractérisées. 
L’expression des gènes impliqués dans ces voies métaboliques sera mesurée par RT-qPCR. 
L’objectif de ce premier volet est d’aider à la compréhension des mécanismes moléculaires 
responsables des entéropathies causées par les AINS. Dans un deuxième temps, une 
comparaison des effets du kétoprofène seul et de son dérivé, l’ATB-352, permettra 
l’évaluation de l’apport de H2S sur les voies métaboliques précédemment caractérisées 
ainsi que sur les gènes des fonctions cibles de ce gaz.  
Finalement, en plus de ces deux objectifs, comme plusieurs études ont mis en lumière la 
nécessité d’une normalisation des résultats de RT-qPCR adaptée pour chaque analyse 
plutôt que l’utilisation de gènes de référence communs «prévalidés», une sélection de gènes 
de référence appropriés sera d’abord effectuée à l’aide de diverses méthodes de calculs, 
logiciels et algorithmes afin de permettre une validation adéquate des résultats de RT-
qPCR subséquents de l’expression de gènes de tissus provenant de cultures organotypiques 
d’intestin fœtal humain traitées aux AINS.  
 
 
 
 II- MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
 
1. Origine des tissus utilisés 
Pour évaluer les impacts du kétoprofène et de l’ATB-352 sur la muqueuse intestinale 
immature humaine, un ensemble de 6 spécimens d’intestin grêle (iléon) prélevés de 6 fœtus 
issus d’interruptions de grossesse légales âgés entre 17 et 20 semaines d’âge gestationnel 
ont été utilisés. Ces études ont été approuvées par le comité d'éthique de la recherche en 
santé chez l'humain du CIUSSS de l'Estrie-CHUS. 
 
2. Culture organotypique 
2.1 Origine des produits utilisés 
Le kétoprofène et son dérivé, ATB-352, ont été obtenus du Pr. John L. Wallace (University 
of Calgary, Calgary, AB) afin que ceux-ci puissent être testés sur les explants d’intestin 
fœtal humain en culture organotypique. Les composés ont été obtenus sous forme de 
poudre et ont été dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) (Thermo Fisher Scientific, 
Canoga Park, CA) dans le but d’obtenir des solutions stock de 10 mM. 
 
2.2 Doses utilisées 
Le choix des doses à utiliser pour l’évaluation des impacts du kétoprofène et de son dérivé 
est basé sur une étude de Llanas et collaborateurs (Llanas et al., 1996) qui ont mesuré les 
concentrations plasmatiques retrouvées chez le nouveau-né suite à un traitement de 
kétoprofène reçu par la mère comme agent tocolytique. Les concentrations plasmatiques 
minimale et maximale retrouvées étaient de 0.5 et 3.0 mg/L (Llanas et al., 1996), ce qui 
représente des concentrations de kétoprofène d’environ 2 et 12 µM. Deux concentrations 
de kétoprofène ont donc été utilisées pour notre étude, soit 1 et 10 µM. De plus, 
l’évaluation des effets de l’ATB-352 a été effectué à doses équimolaires, donc les même 
concentrations molaires ont été utilisés.  
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2.3 Culture 
Les tissus d’intestins fœtaux ont été cultivés en accord avec la méthode de culture 
organotypique développée par Ménard et Arsenault (1985). Brièvement, chaque iléon 
prélevé a été sectionné en plusieurs explants de 5 mm2. Pour chaque tissu, dix pétris de 
culture contenant entre 6 et 9 explants chacun ont été préparés, en raison de deux pétris par 
condition expérimentale, soit contrôle, traité au kétoprofène (University of Calgary) 1 µM 
et 10 µM et traité à l’ATB-352 (University of Calgary) 1 µM et 10 µM. Les explants ont 
été placés dans un pétri pour la culture d’organe (Falcon Plastics, Los Angeles, CA) 
contenant du milieu de culture Leibovitz L-15 (Thermo Fisher Scientific) sans sérum pour 
48 heures et les milieux ont été changés aux 24 heures (Figure 4). Les explants ont été 
incubés à 37 °C dans une atmosphère contrôlée composée de 95 % d’air et 5 % de CO2.  
Pour l’étude précédente sur l’impact de l’indométacine (Perron et al., 2013), utilisée ici 
comme comparatif et réévaluée en fonction des nouveaux gènes de référence, un ensemble 
de 4 spécimens d’intestin grêle (iléon) provenant d’interruptions de grossesse légales dont 
les fœtus étaient âgés entre 17 et 19 semaines ont été utilisés et cultivés de la même 
manière (contrôle et traité à l’indométacine 1 µM).    
 
 
Figure 4 : Explants intestinaux immatures humains. Les explants sont déposés sur un papier 
lentille (avec la muqueuse vers le haut) qui est placé sur une grille d’acier inoxydable au milieu du 
pétri de culture. Le milieu de culture se retrouve sous la grille en volume suffisant pour que seul le 
bas du tissu soit immergé. 
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3. Extraction d’ARN, traitement DNase et transcription inverse 
Les ARN ont été extraits avec le TRIzol (Thermo Fisher Scientific) selon le protocole du 
fabricant, puis gardés à -80°C. Les échantillons d’ARN ont d’abord subit un traitement à la 
DNase (Thermo Fisher Scientific) selon le protocole du fabricant, puis la transcription 
inverse des échantillons a été effectuée avec le Superscript II (Thermo Fisher Scientific). 
 
4. qPCR 
Toutes les réactions de qPCR ont été effectuées à l’aide du système Real-time qPCR 
Mx3000p (Stratagene, Cedar Creek, TX) et du Brilliant II SYBR®Green QPCR Master Mix 
(Stratagene), en duplicata. L’analyse de qPCR débute par 5 min d’activation de la Taq à 95 
°C, suivi par 40 cycles de dénaturation (95 °C, 30 sec), hybridation (55 °C, 45 sec) et 
élongation (72 °C, 45 sec), puis se termine par une analyse de courbes de dissociation 
permettant de valider la spécificité des produits de PCR. Les données de fluorescence ont 
été acquises après chaque étape d’hybridation et sont exprimées en cycle threshold (Ct), 
soit le nombre de cycles auquel la fluorescence rapportée est plus grande que le seuil établi. 
Les amorces utilisées pour cette étude ont été conçues à l’aide du logiciel de formation 
d’amorces Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3). Les différents candidats pour la sélection 
des gènes de référence sont listés au Tableau 2, alors que la liste des gènes étudiés suite à 
l’administration du kétoprofène ou de son dérivé figure au Tableau 3.  
 
5. Analyse des données 
5.1 Sélection des gènes de référence appropriés 
La stabilité de l’expression de dix gènes métaboliques de base, listés au Tableau 2, a été 
évaluée selon cinq méthodes différentes, soit (1) la méthode de comparaison des 
coefficients de variation exprimés en pourcentage, (2) un dérivé de l’algorithme GeNorm 
retrouvé dans le logiciel qbase+, (3) le logiciel NormFinder, (4) le logiciel BestKeeper et 
(5) l’outil-web RefFinder. 
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5.1.1 Coefficient de variation (%CV) 
La comparaison des coefficients de variation consiste en la division de l’écart-type par la 
moyenne des valeurs brutes de Ct obtenues suite au RT-qPCR, le tout exprimé en 
pourcentage. Un coefficient de variation bas traduit une meilleure stabilité, ainsi le gène 
ayant le CV le plus bas sera considéré comme celui dont l’expression est la plus stable.  
 
Tableau 2 : Caractéristiques et séquences des différents gènes de référence étudiés 
Symbole 
du gène 
Nom du gène; 
Fonction de la protéine encodée 
No. 
d’accession 
Séquences des amorces 5’-3’ 
Longueur 
amplicon 
Efficacité 
(%) 
ACTB Actin β;                                                   
Protéine structurale du 
cytosquelette 
NM_001101 S: GGACTTCGAGCAAGAGATGG 
AS: AGCACTGTGTTGGCGTACAG 
234 pb 114.5%* 
      
B2M β-2-microglobulin;                                      
Chaîne β des molécules CMH 
classe I 
NM_004048 S : GTGCTCGCGCTACTCCTC 
AS : GTCAACTTCAATGTCGGAT 
150 bp 96.8% 
      
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase; 
Enzyme glycolytique 
NM_002046 S: TCTCCTCTGACTTCAACAGCGAC 
AS: CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTC 
125 pb 95.7% 
 
      
HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyl-
transferase; 
Métabolisme de la purine 
NM_000194 S : TGACACTGGCAAAACAATGCA 
AS : GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 
93 pb 100.8% 
      
MAN1B1 Mannosidase alpha class 1B 
member 1; 
Biosynthèse du N-glycan 
NM_016219 S: ACCGTGGAGAGCCTGTTCTA 
AS: GTTTGGGTCATCGGAGAAGA 
234 pb 103.9% 
      
MTR 5-methyltetrahydrofolate-
homocysteine methyltransferase;                                  
Biosynthèse de la méthionine 
NM_000254 S: TGTGGAGACTCGCAGACATC 
AS: CCTCAACCTGATCCTTGGAA 
153 pb 96.5% 
      
PGK1 Phosphoglycerate kinase I;                          
Enzyme glycolytique 
NM_000291 S: CTGTGGGGGTATTTGAATGG 
AS: CTTCCAGGAGCTCCAAACTG 
198 pb 100.7% 
      
PPIA Peptidylprolyl isomerase A;                      
Repliement des protéines 
NM_021130 S: GGCAAATGCTGGACCCAACACA 
AS: TGCTGGTCTTGCCATTCCTGGA 
161 pb 99.2% 
      
RPS23 Ribosomal protein S23;                      
Composante de la sous-unité 40S 
NM_001025 S: AGGAAGTGTGTAAGGGTCCAGC 
AS:CACCAACAGCATGACCTTTGCG 
142 pb 96.1% 
 
 
      
RPS3A Ribosomal protein S3A;                         
Composante de la sous-unité 40S 
NM_001006 S: CCGGAAGAAGATGATGGAAA 
AS: CAAACTTGGGCTTCTTCAGC 
179 pb 97.6% 
    S, Sens; AS, Anti-sens.  
    * n=3, utilisée comme telle malgré que cette valeur dépasse les limites acceptées de 95-105%. 
 
 
17 
 
Tableau 3: Liste des amorces utilisées dans cette étude 
Symbole 
du gène Amorce sens Amorce anti-sens No. d’accession 
ATP5G1 5’-ACAGCAACTTCCCACTCCAG-3’ 5’-GCCAAGAATGGCATAGGAGA-3’ NM_005624 
CLDN-1 5’-CCGTTGGCATGAAGTGTATG-3’ 5’-CCAGTGAAGAGAGCCTGACC-3’ NM_021101 
COX-2 5’-ATCACAGGCTTCCATTGACC-3’ 5’-CAGGATCACGCTCCACAGCA-3’ NM_000963 
CXCL14 5’-AAGCTGGAAATGAAGCCAAA-3’ 5’-GGCGTTGTACCACTTGATGA-3’ NM_004887 
CYP3A4 5’-CAAGACCCCTTTFTFFAAAA-3’ 5’-CGAGGCGACTTTCTTTCATC-3’ NM_017460 
DUOX2 5’-CGGCAATCATCTATGGAGGT-3’ 5’-ATGTGCAGGCTGAGTGTGTC-3’ NM_014080 
ICAM-1 5’-CTTGAGGGCACCTACCTCTG-3’ 5’-CATTATGACTGCGGCTGCTA-3’ NM_000201 
NDUFA9 5’-CCGGAAGCCATTATCGTAAA-3’ 5’-TTCACCAGGTGGAAAAGGAG-3’ NM_005002 
NOS2 5’-CTCTATGTTTGCGGGGATGT-3’ 5’-TTCTTCGCCTCGTAAGGAAA-3’ NM_000625 
OCLN 5’-TCCAATGGCAAAGTGAATGA-3’ 5’-GCAGGTGCTCTTTTTGAAGG-3’ NM_002538 
SOD2 5’-GGAAGCCATCAAACGTGACT-3’ 5’-CTGATTTGGACAAGCAGCAA-3’ NM_001024465 
TFF1 5’-CACCATGGAGAACAAGGTGA-3’ 5’-TGACACCAGGAAAACCACAA-3’ NM_003225 
 
5.1.2 GeNorm 
Basé sur Microsoft Excel, GeNorm (version 2.4; Biogazelle BE, Ghent, Belgique) évalue 
l’indice de stabilité des gènes par la variation moyenne par paire (mean pairwise variation) 
de l’expression d’un gène en le comparant avec tous les autres candidats testés. Ainsi, la 
valeur de stabilité, nommée M value, est définie comme l’écart-type des fonctions 
logarithmiques des valeurs de l’expression (Ct) des gènes comparés (Vandesompele et al., 
2002). Donc, plus la M value est basse, plus l’expression du gène est considérée comme 
stable.  
De plus, GeNorm se démarque en possédant la capacité de déterminer le nombre idéal de 
gènes de référence à utiliser. En effet, le calcul de la V value permet de déterminer 
l’influence de l’ajout d’un gène de référence au nombre de gènes précédent en utilisant le 
normalization factor (NF), soit la moyenne géométrique des valeurs de Ct obtenus pour les 
différents gènes dans chaque échantillon (Vandesompele et al., 2002). Ainsi, l’écart-type 
entre un NFn pour n nombre de gènes de référence et un NFn+1 contenant les mêmes gènes 
de référence que l’ensemble précédent plus le gène suivant dans le classement de stabilité, 
permet d’évaluer l’impact sur la qualité de normalisation (Vandesompele et al., 2002). En 
effet, une valeur inférieure à la valeur seuil de 0.15 indique la nécessité de l’ajout de ce 
gène comme référence alors qu’une valeur supérieure à ce seuil témoigne d’une souffrance 
de la qualité de normalisation suite à l’ajout de ce gène (Vandesompele et al., 2002). 
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Conformément à l’utilisation du logiciel, les valeurs de Ct obtenues suite au RT-qPCR ont 
été transformées en forme linéarisée corrigée selon l’efficacité : méthode ΔCt, soit 
Q=(E)ΔCt, où E représente l’efficacité de l’amplification des amorces et ΔCt la soustraction 
entre la valeur de Ct la plus basse et le Ct cible.  
 
5.1.3 NormFinder 
NormFinder a été développé, quelques années après son prédécesseur, dans le but de 
raffiner la méthode de sélection de gènes de référence. Tout comme GeNorm, NormFinder 
est un logiciel basé sur Microsoft Excel (complément Excel, version 0.953, disponible au 
http://moma.dk/normfinder-software), mais celui-ci repose sur un modèle mathématique 
plus complexe, permettant non seulement l’estimation de la variation globale des gènes 
(variation intergroupe), mais aussi la variation entre les sous-groupes d’échantillons 
(variation intragroupe) (Anderson et al., 2004). Ainsi, la valeur de stabilité consiste en une 
combinaison des deux variations calculées, prenant en compte l’expression de chaque gène 
dans le groupe, la quantité d’ARN de chaque échantillon et la variation aléatoire causée par 
les facteurs biologiques et expérimentaux (Anderson et al., 2004; Kozera et Rapacz, 2013). 
Cette stratégie permet donc d’évaluer l’erreur systématique introduite lors de l’utilisation 
d’un gène comme référence. Encore une fois, plus la valeur de stabilité est basse, plus 
l’expression du gène est considérée stable. 
Conformément à l’utilisation du logiciel, les valeurs de Ct obtenues suite au RT-qPCR ont 
été transformées en valeurs de Ct corrigées selon l’efficacité : E-Ct, où E représente 
l’efficacité de l’amplification des amorces. 
 
5.1.4 BestKeeper 
BestKeeper, développé en 2004 par Pfaffl et ses collaborateurs, est aussi un logiciel basé 
dans Microsoft Excel (complément Excel, disponible au http://gene-
quantification.org/bestkeeper.html) utilisant une corrélation par paires similaire à GeNorm. 
Le logiciel génère d’abord le BestKeeper index, soit la moyenne géométrique des valeurs 
de Ct de tous les gènes étudiés groupés ensemble, puis calcule, entre autres, l’écart-type et 
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le coefficient de variation entre chaque candidat potentiel et ce BestKeeper index (Pfaffl et 
al., 2004). Les gènes sont classés en fonction de l’écart-type calculé, où la valeur la moins 
élevée représente l’expression la plus stable.  
Conformément à l’utilisation du logiciel, les valeurs de Ct brutes obtenues suite au RT-
qPCR ont été utilisées comme données d’entrée (input data).  
 
5.1.5 RefFinder 
Contrairement aux logiciels basés sur Microsoft Excel décrits précédemment, RefFinder, 
développé en 2012 par Xie et ses collaborateurs, est un outil de calculs disponible sur le 
web (http://fulxie.0fees.us/?i=1). En fait, cet outil intègre les algorithmes des différents 
logiciels mentionnés ci-haut en plus d’ajouter la méthode comparative des ΔCt (Silver et 
al., 2006) pour comparer et classer les différents candidats. Ainsi, RefFinder assigne un 
score aux différents gènes selon le classement obtenu pour chaque méthode, puis calcule la 
moyenne géométrique des différents scores attribués pour déterminer le classement final 
(Xie et al., 2012). Toujours selon la même logique, plus la moyenne des scores attribués est 
basse, plus l’expression du gène est considérée stable. 
Conformément à l’utilisation de cet outil-web, ce sont les valeurs de Ct brutes obtenues 
suite au RT-qPCR qui ont été utilisées comme données d’entrée.  
 
5.1.6 Classement cumulatif 
Une valeur de stabilité ou un pourcentage de coefficient de variation faible traduit une plus 
grande stabilité de l’expression du gène. Ainsi, chaque gène est classé du plus stable au 
moins stable pour chacune des méthodes utilisées, suite à quoi un classement cumulatif a 
été effectué grâce à l’addition des différents classements obtenus permettant la sélection 
des gènes ayant l’expression la plus stable indépendamment du logiciel utilisé.      
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5.2 Expression des gènes 
L’expression différentielle de gènes a été évaluée en comparant l’expression des explants 
contrôles (non traités) aux explants traités (kétoprofène ou ATB-352) en utilisant 
l’équation R=(Ecible)
ΔCtcible/(Eréférence)
ΔCtréférence, où E représente l’efficacité de l’amplification 
des amorces et ΔCt la soustraction entre le Ct du contrôle non-traité et le Ct de 
l’échantillon traité (Pfaffl, 2001). La comparaison des effets de l’ATB-352 et du 
kétoprofène seul a pu être effectuée à l’aide d’un ratio ATB/Kétoprofène afin d’évaluer 
l’effet «ajouté» du H2S sur la muqueuse intestinale immature humaine. Les analyses 
statistiques ont été effectuées par le logiciel GraphPad Prism 7 (GraphPad, San Diego, 
CA). Le Wilcoxon test a été utilisé pour évaluer la significativité de l’expression d’un gène 
par rapport à son expression contrôle (fixée à 1), alors que le Mann-Whitney test a été 
utilisé pour comparer l’expression d’un gène entre les différents traitements. Un p value 
inférieur à 0.05 a été considéré significatif.  
 III- RÉSULTATS 
 
 
1. Sélection de gènes de référence adéquats 
1.1 Profil d’expression des candidats investigués pour gènes de référence 
L’expression de dix gènes métaboliques de base (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1, MAN1B1, 
MTR, PGK1, PPIA, RPS23 et RPS3A; Tableau 1) a été évaluée dans les explants contrôles 
et les explants traités, soit au kétoprofène ou à l’ATB-352 à 1 et 10 µM, afin de déterminer 
les gènes de référence les plus appropriés pour les études d’expression de gènes d’explants 
d’intestin fœtal humain en culture organotypique en présence d’AINS. Les 10 candidats 
couvrent une grande plage d’expression avec des valeurs de Ct (n=28) variant entre 16.18 
et 40.84 (Figure 5A). GAPDH, PPIA, RPS23 et RPS3A sont les gènes dont l’expression est 
la plus abondante dans les échantillons étudiés avec des valeurs de Ct médiane de 18.88, 
18.42, 18.32 et 18.28, respectivement. En contraste, B2M est le gène le plus faiblement 
exprimé dans ces échantillons avec une valeur de Ct médiane de 29.98. Le patron 
d’expression des candidats en fonction des différents traitements a aussi été déterminé, 
permettant d’apprécier la variation d’expression de chaque gène amenée par les diverses 
conditions expérimentales (Figure 5B). Ces conditions ne semblent pas affecter de manière 
importante l’expression des gènes HPRT1, MAN1B1, MTR, PPIA, RPS23 et RPS3A alors 
qu’elles semblent avoir beaucoup plus d’impact sur l’expression des gènes ACTB, B2M et 
PGK1. 
 
1.2 Coefficient de variation (%CV) 
Une manière simple et efficace d’évaluer la stabilité de l’expression des gènes de référence 
candidats est d’évaluer la variation des valeurs de Ct pour chaque gène. Les calculs de 
l’écart-type et de la moyenne de ces valeurs de Ct obtenus pour chaque gène ont donc 
permis de déterminer les coefficients de variation (CV) de ceux-ci (Tableau 4). Ainsi, la 
méthode des coefficients de variation a identifié RPS23 comme gène ayant l’expression la 
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plus stable, alors que B2M a été identifié comme celui dont l’expression est la plus variable 
avec des CV de 3.16% et 10.14%, respectivement.  
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Figure 5. Profil d’expression des 10 candidats investigués comme gènes de référence. (A) 
Niveau d’expression des gènes candidats. La moyenne des valeurs de Ct obtenues pour chaque 
gène est montrée à l’aide d’une boîte à moustaches. La boîte indique le 25ème et 75ème percentile, la 
ligne à l’intérieur de la boîte représente la médiane et les moustaches montrent les maximum et 
minimum des valeurs de Ct obtenues. (B) Patron d’expression des candidats en fonction des 
différents traitements. Chaque point représente la moyenne ± l’écart-type des valeurs de Ct 
obtenues pour chaque traitement.  
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Tableau 4: Valeurs obtenues par la méthode de comparaison des coefficients de variation 
 ACTB B2M GAPDH HPRT1 MAN1B1 MTR PGK1 PPIA RPS23 RPS3A 
ÉT 2.06 3.20 1.36 1.08 1.65 1.77 1.18 0.64 0.58 1.83 
Moy. 21.38 31.56 18.92 28.20 27.49 28.07 23.67 18.56 18.39 18.32 
%CV 9.62 10.14 7.20 3.84 6.01 6.31 4.99 3.43 3.16 9.98 
 
ÉT, écart-type; Moy, moyenne; %CV, coefficient de variation exprimé en pourcentage. 
 
1.3 Analyse GeNorm 
Dans le but de faciliter la sélection du gène de référence adéquat, plusieurs logiciels ont 
aussi été utilisés pour évaluer la stabilité de l’expression de chaque gène candidat. Comme 
il n'y a pas de consensus clair sur le logiciel à utiliser, quatre des plus populaires ont été 
investigués dans cette étude, soit GeNorm, NormFinder, BestKeeper et RefFinder.  
Le premier algorithme employé, GeNorm, utilise la variation moyenne par paire d’un gène 
spécifique en comparaison avec les autres gènes pour évaluer la stabilité de l’expression de 
chaque gène, référée ici comme M value. Ainsi, l’analyse des valeurs de stabilité M 
calculées montre que RPS23 est le gène candidat ayant l’expression la plus stable (M value 
de 0.088) alors que GAPDH est celui dont l’expression est la plus variable (M value de 
0.143) (Figure 6A). De plus, l’analyse des valeurs V a permis de déterminer le nombre de 
gènes de référence optimal à utiliser (Figure 6B). Ces valeurs permettent de déterminer 
l’influence de l’ajout d’un gène de référence au nombre de gènes précédent avec une valeur 
seuil de 0.15, en haut de quoi l’inclusion d’un gène de référence additionnel est considérée 
comme ayant un impact négatif sur la qualité de normalisation. Ainsi, les valeurs V 
calculées ont révélé que la combinaison de deux gènes de référence est suffisante pour 
l’obtention d’une normalisation adéquate (V2/3= 0.12 < 0.15). Par conséquent, le logiciel 
GeNorm a identifié les gènes RPS23 et PPIA, soit le gène détenant le second rang en 
fonction de la stabilité de son expression (M value de 0.091), comme gènes de référence les 
plus adéquats pour la normalisation des résultats de RT-qPCR obtenus.  
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Figure 6. Stabilité de l’expression des gènes de référence candidats évaluée par le logiciel 
GeNorm. (A) Valeurs de stabilité M des 10 gènes de référence candidats. Moyennes des valeurs de 
stabilité M pour chaque gène, disposées du moins stable (gauche) au plus stable (droite). (B) 
Nombre optimal de gènes de référence requis pour une normalisation efficace. Les valeurs V 
représentent la variation par paires (Vn/Vn + 1) calculée entre les facteurs de normalisation NFn et 
NFn + 1. La ligne pointillée représente la valeur V seuil de 0.15.  
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1.4 Analyse NormFinder 
Le second algorithme employé, NormFinder, utilise les variations inter- et intra-groupes 
combinées en valeur de stabilité pour comparer l’expression des différents candidats 
(Figure 7A). L’analyse des valeurs de stabilité obtenues par le logiciel montre que le gène 
ayant l’expression la plus stable est RPS23 (0.212) alors que B2M est le gène dont 
l’expression est la plus variable (0.818). NormFinder a aussi calculé une valeur de stabilité 
pour la meilleure combinaison de deux gènes, soit RPS23 et MTR (0.162). Les variations 
inter- et intra-groupes calculées par le logiciel sont montrées à la Figure 7B. Les colonnes 
représentent les variations intergroupes alors que les barres d’erreurs représentent la 
moyenne des variations intragroupes. Ainsi, les gènes ayant à la fois une variation 
intergroupes se rapprochant le plus près de zéro et une barre d’erreur la plus petite possible 
figurent parmi les gènes ayant la plus grande stabilité d’expression. Par conséquent, le 
logiciel NormFinder a identifié les gènes RPS23 et MTR comme gènes de référence les 
plus adéquats pour la normalisation des résultats de RT-qPCR obtenus. 
 
1.5 Analyse BestKeeper 
Le troisième algorithme employé, BestKeeper, analyse trois résultats principaux, soit le 
coefficient de variation (CV), l’écart-type (ÉT) et le coefficient de corrélation (r) entre le 
BestKeeper index calculé et les valeurs de Ct obtenus pour établir la stabilité de 
l’expression de chaque gène (Tableau 5). Toutefois, c’est la valeur de l’écart-type (ÉT 
[±Ct]) qui est utilisée pour le classement de la stabilité. Ainsi, l’analyse par le logiciel 
BestKeeper montre que PPIA est le gène ayant l’expression la plus stable alors que B2M 
est celui dont l’expression est la plus variable avec des écarts-types de 0.46 et 2.68, 
respectivement. Par conséquent, le logiciel BestKeeper a identifié le gène PPIA comme 
gène de référence le plus adéquat pour la normalisation des résultats de RT-qPCR obtenus. 
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Figure 7. Stabilité de l’expression des gènes de référence candidats évaluée par le logiciel 
NormFinder. (A) Valeurs de stabilité des 10 gènes de référence candidats. Moyennes des valeurs 
de stabilité calculées pour chaque gène, disposées du moins stable (gauche) au plus stable (droite). 
(B) Variations inter- et intra-groupes estimés par l’algorithme NormFinder. Les colonnes 
représentent les variations intergroupes et les barres d’erreurs indiquent l’intervalle de confiance 
des variations intergroupes pour chaque gène candidat selon les moyennes des variations 
intragroupes.  
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Tableau 5: Données brutes de l’analyse par le logiciel BestKeeper 
 ACTB B2M GAPDH HPRT1 MAN1B1 MTR PGK1 PPIA RPS23 RPS3A 
           
n 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 
moy. géo 
[Ct] 
21.30 31.41 18.87 28.18 27.45 28.02 23.64 18.55 18.38 18.24 
moy. ar 
[Ct] 
21.38 31.56 18.92 28.20 27.49 28.07 23.67 18.56 18.39 18.32 
min [Ct] 19.21 28.76 16.90 26.09 24.93 26.05 21.78 17.77 17.34 16.18 
max [Ct] 28.98 40.84 21.54 30.52 33.40 35.34 26.08 20.30 19.63 25.44 
ÉT 
[±Ct] 
1.47 2.68 1.17 0.86 1.18 1.13 0.99 0.46 0.47 1.26 
CV 
[%Ct] 
6.89 8.50 6.20 3.07 4.31 4.04 4.17 2.48 2.56 6.86 
min     
[x-fold] 
-4.25 -6.03 -3.76 -4.27 -6.01 -3.78 -3.65 -1.71 -2.01 -4.57 
max     
[x-fold] 
205.56 590.73 6.00 5.02 69.54 140.62 5.47 3.34 2.33 199.91 
ÉT            
[± x-fold] 
2.78 6.43 2.26 1.82 2.27 2.19 1.98 1.38 1.39 2.39 
coeff. 
corr. [r] 
0.895 0.768 -0.091 0.617 0.699 0.861 0.072 0.404 0.602 0.846 
p-value 0.001 0.001 0.642 0.001 0.001 0.001 0.714 0.033 0.001 0.001 
 
Moy, moyenne; géo, géométrique; Ct, cycle threshold; ar, arithmétique; min, minimum; max, maximum; ÉT, écart-type; 
CV, coefficient de variation; coeff corr, coefficient de corrélation.  
 
1.6 Analyse RefFinder 
Finalement, l’outil-web RefFinder utilise les algorithmes des logiciels GeNorm, 
NormFinder et BestKeeper ainsi que la méthode comparative des ΔCt pour attribuer un 
score de stabilité aux différents gènes selon chaque méthode. Le calcul de la moyenne des 
différents scores attribués permet le classement des gènes selon leur stabilité par RefFinder 
(Figure 8). Ainsi, RPS23 a été classé comme gène ayant l’expression la plus stable alors 
que B2M a été classé comme celui ayant l’expression la plus variable avec des moyennes 
de scores de 1.189 et 10.000, respectivement. Par conséquent, l’outil-web RefFinder a 
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identifié le gène RPS23 comme gène de référence le plus adéquat pour la normalisation des 
résultats de RT-qPCR obtenus. 
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Figure 8. Stabilité de l’expression des gènes de référence candidats évaluée par l’outil-web 
RefFinder. Moyennes géométriques des scores attribués pour chaque gène, disposées du moins 
stable (gauche) au plus stable (droite). 
 
1.7 Sommaire des analyses 
Un classement des gènes en accord avec les résultats obtenus pour chacune des 5 méthodes 
a pu être établi (Tableau 6). L’addition des différents classements obtenus à l’aide de ces 
méthodes a été effectuée pour chacun des candidats afin d’identifier le gène ayant 
l’expression la plus stable indépendamment du logiciel utilisé. Ainsi, le classement 
cumulatif a déterminé RPS23 comme étant le gène ayant l’expression la plus stable alors 
que B2M se retrouve tout au bas du tableau, avec des classements cumulatifs de 6 et 49, 
respectivement. Toutefois, selon les résultats de V value obtenus par le logiciel GeNorm, 
deux gènes de référence doivent être utilisés afin d’obtenir une normalisation adéquate 
(Figure 6B). Par conséquent, ce classement cumulatif permet donc d’établir que RPS23 et 
PPIA, soit le gène détenant le second rang en fonction de la stabilité de son expression avec 
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un classement cumulatif de 11, représentent la combinaison de gènes de référence idéale 
pour cette étude d’expression de gènes d’explants d’intestin fœtal humain traités aux AINS 
(Tableau 6).  
 
Tableau 6 : Classement cumulatif des 10 gènes de référence candidats  
 
Classement %CV 
GeNorm 
(M value) 
NormFinder 
(Stability value) 
BestKeeper 
(Écart-type) 
RefFinder 
(Moy. des scores) 
Sommaire 
1 RPS23 3.16 RPS23 0.088 RPS23 0.212 PPIA 0.46 RPS23 1.189 RPS23 6 
2 PPIA 3.43 PPIA 0.091 MTR 0.243 RPS23 0.47 PPIA 1.565 PPIA 11 
3 HPRT1 3.84 HPRT1 0.092 HPRT1 0.276 HPRT1 0.86 HPRT1 2.711 HPRT1 15 
4 PGK1 4.99 MTR 0.095 PPIA 0.284 PGK1 0.99 MTR 4.472 MTR 21 
5 MAN1B1 6.01 MAN1B1 0.104 RPS3A 0.316 MTR 1.13 RPS3A 5.318 PGK1 28 
6 MTR 6.31 PGK1 0.113 MAN1B1 0.375 GAPDH 1.17 PGK1 6.727 MAN1B1 30 
7 GAPDH 7.20 ACTB 0.115 ACTB 0.435 MAN1B1 1.18 MAN1B1 6.735 RPS3A 35 
8 ACTB 9.62 RPS3A 0.123 PGK1 0.498 RPS3A 1.26 ACTB 6.901 ACTB 39 
9 RPS3A 9.98 B2M 0.130 GAPDH 0.593 ACTB 1.47 GAPDH 8.132 GAPDH 41 
10 B2M 10.14 GAPDH 0.143 B2M 0.818 B2M 2.68 B2M 10.000 B2M 49 
Paire la 
plus stable 
- RPS23/PPIA RPS23/MTR - - RPS23/PPIA 
 
CV, coefficient de variation; Moy, moyenne. 
 
2. Évaluation des effets directs du kétoprofène sur l’expression génique de la 
muqueuse intestinale immature humaine comparativement à ceux précédemment 
observés avec l’indométacine 
L’évaluation des effets directs du kétoprofène sur la muqueuse intestinale immature 
humaine a été possible grâce à la culture organotypique, utilisée ici comme modèle 
expérimental. L’analyse par RT-qPCR des explants traités et non-traités a permis de 
déterminer l’impact du kétoprofène sur certaines voies métaboliques importantes 
précédemment identifiées comme étant significativement altérées en réponse à 
l’indométacine comme montrées à la figure 3 de Perron et al., 2013 (Annexe II). Afin que 
la comparaison entre les deux AINS soit plus facile, l’expression des gènes impliqués dans 
ces différentes voies métaboliques en réponse à l’indométacine a été réévaluée à l’aide des 
nouveaux gènes de référence établis, soit RPS23 et PPIA. Ainsi, les impacts du kétoprofène 
et de l’indométacine ont donc été évalués sur l’activité oxydoréductase (CYP3A4, DUOX2, 
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NOS2, SOD2), la phosphorylation oxydative (ATP5G1 et NDUFA9), la réponse 
inflammatoire (CXCL14 et TFF1) ainsi que sur la perméabilité intestinale (OCLN et 
CLDN-1).  
Tel que montrée précédemment, l’expression des oxydoréductases DUOX2 et NOS2 est 
diminuée en réponse à l’indométacine alors que l’expression de CYP3A4 est augmentée 
(Figure 9A, gauche). De plus, l’indométacine affecte aussi l’expression de gènes impliqués 
dans la phosphorylation oxydative et la réponse inflammatoire, particulièrement les gènes 
NDUFA9 (Figure 9B, gauche) et TFF1 (Figure 9C, gauche) dont les expressions sont 
diminuées en réponse au traitement à l’indométacine et sur CXCL14 dont l’expression est 
augmentée (Figure 9C, gauche). Finalement, une légère surexpression des gènes OCLN et 
CLDN-1, impliqués dans la perméabilité intestinale, est aussi observée suite au traitement à 
l’indométacine (Figure 9D, gauche). 
Du côté des explants traités au kétoprofène, deux concentrations ont été utilisées, soit 1 et 
10µM. Toutefois, on observe que les deux concentrations semblent avoir le même effet sur 
l’expression des gènes étudiés, puisqu’aucune différence significative n’a été observée 
entre elles (Figure 9, gauche). L’expression de CYP3A4 ainsi que des différentes 
oxydoréductases, soit DUOX2, NOS2 et SOD2, semble être augmentée en réponse au 
kétoprofène, bien que seule la hausse de CYP3A4 (KT 10 µM) soit significative (Figure 
9A, droite). Pour ce qui est de la phosphorylation oxydative, l’expression de l’ATP5G1 est 
légèrement diminuée en réponse au kétoprofène 10µM alors que celle du NDUFA9 ne 
semble pas être affectée (Figure 9B, droite). Le kétoprofène influence aussi la réponse 
inflammatoire en augmentant l’expression du CXCL14, toutefois celui-ci ne semble pas 
avoir d’effet sur l’expression du gène TFF1 (Figure 9C, droite). Finalement, les gènes 
impliqués dans la perméabilité intestinale semblent aussi être modulés en réponse au 
kétoprofène, soit une tendance à l’augmentation de l’expression de l’OCLN et de la CLDN-
1, bien que ces résultats ne soient pas significatifs (Figure 9D, droite).  
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Figure 9. Comparaison des effets différentiels de l’indométacine et du kétoprofène sur les 
marqueurs de l’activité oxydoréductase, la phosphorylation oxydative, la réponse 
inflammatoire et la perméabilité intestinale de la muqueuse intestinale immature humaine. 
Analyse par RT-qPCR de l’expression des gènes de A) l’activité oxydoréductase (CYP3A4, 
DUOX2, NOS2 et SOD2), B) de la phosphorylation oxydative (ATP5G1 et NDUFA9), C) de la 
réponse inflammatoire (CXCL14 et TFF1) et D) de la perméabilité intestinale (OCN et CLDN-1) 
des muqueuses intestinales immatures humaines (iléons) mises en culture organotypique en 
présence d’indométacine 1 µM (Gauche) et de kétoprofène 1 et 10 µM (Droite) après 48 heures. 
Les résultats sont exprimés en ratio d’explants traités (Indo ou KT) sur explants non-traités (Ctrl), 
sur une échelle logarithmique en base 2 (Log2). Les valeurs montrées sont les moyennes de 4 
(Indo) et 6 (KT) cultures biologiques indépendantes. Les barres d'erreurs représentent les écarts-
types. *p<0.05 en fonction du segment contrôle non-traité. 
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2.1 Deux modèles de réponse 
En regardant les moyennes obtenues pour les différents gènes en réponse au kétoprofène, 
soit des augmentations de plus de deux fois qui ne sont pas significatives ainsi que des 
barres d’erreurs très imposantes, deux tendances semblent être présentes au sein des 
échantillons d’explants traités au niveau des résultats individuels. Dans le but de confirmer, 
mais surtout d’expliquer ces tendances, l’expression du messager de COX-2 a été analysée 
dans les 6 différentes cultures traitées au kétoprofène et à l’ATB-352 afin d’observer leur 
réponse aux traitements (Figure 10). En effet, parmi les 6 cultures analysées, deux modèles 
de réponse semblent être présents, soit 3 cultures où l’expression du messager de COX-2 
est augmentée en réponse aux traitements et 3 cultures où celle-ci ne semble pas être 
affectée. Dès lors, ces cultures ont été divisées en 2 groupes selon leur réponse au 
traitement, soit un groupe de «répondeurs» où l’expression du messager de COX-2 est 
augmentée et un groupe de «non-répondeurs» où cette expression semble invariable. La 
distinction entre les deux groupes de réponse a été gardée pour le reste de l’étude.  
L’impact du kétoprofène sur les gènes étudiés a été ré-analysé en gardant cette distinction 
afin d’apprécier ses effets dans les deux différents groupes de réponse (Figure 11). Comme 
aucune différence n’a été observée entre les deux doses de kétoprofène, celles-ci ont été 
groupées ensemble pour les résultats suivants. Alors que l’expression du CYP3A4 est 
augmentée dans les 2 groupes, celles des oxydoréductases varient grandement entre ceux-ci 
(Figure 11A). DUOX2, NOS2 et SOD2 sont modulées à la hausse chez le groupe de 
répondeurs alors que leur expression est pratiquement invariable chez les non-répondeurs 
(Figure 11A). Le kétoprofène ne semble pas avoir d’impact négatif sur les gènes impliqués 
dans la phosphorylation oxydative et la réponse inflammatoire chez les répondeurs, alors 
que chez les non-répondeurs, celui-ci diminue l’expression des gènes impliqués dans la 
phosphorylation oxydative en plus d’augmenter l’expression de la chimiokine CXCL14 
(Figure 11B et C). Finalement, l’expression des gènes impliqués dans la perméabilité 
intestinale est aussi différente d’un groupe à l’autre. En effet, alors que l’expression de 
l’OCLN et de la CLDN-1 ne semble pas être modulée dans le groupe des non-répondeurs, 
celle-ci est augmentée de plus de 2 fois chez celui des répondeurs (Figure 11D). Par 
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conséquent, cette nouvelle distinction de réponse permet de mieux apprécier l’impact du 
kétoprofène sur les différentes voies métaboliques mentionnées plus haut. 
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Figure 10. Évaluation de la réponse au traitement des différentes cultures selon l’expression 
du messager de COX-2. Expression du messager de COX-2 des différentes cultures par RT-qPCR. 
Les valeurs montrées représentent les moyennes d’expression pour l’ensemble des conditions 
expérimentales pour chacune des cultures. Les résultats sont exprimés en ratio d’explants traités sur 
explants non-traités (Ctrl). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types. La ligne pointillée 
représente un ratio de 1, à savoir une absence de variation de l’expression en fonction du segment 
contrôle. *p<0.05 en fonction du segment contrôle non-traité. 
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Figure 11. Comparaison des effets différentiels des deux groupes de réponse du kétoprofène 
sur les marqueurs de l’activité oxydoréductase, la phosphorylation oxydative, la réponse 
inflammatoire et la perméabilité intestinale de la muqueuse intestinale immature humaine. 
Analyse par RT-qPCR de l’expression des gènes de A) l’activité oxydoréductase (CYP3A4, 
DUOX2, NOS2 et SOD2), B) de la phosphorylation oxydative (ATP5G1 et NDUFA9), C) de la 
réponse inflammatoire (CXCL14 et TFF1) et D) de la perméabilité intestinale (OCN et CLDN-1) 
des explants de muqueuses intestinales immatures humaines (iléons) «répondeurs» (gauche) et 
«non-répondeurs» (droite) mis en culture organotypique en présence de kétoprofène 1 et 10 µM, 
après 48 heures. Les résultats sont exprimés en moyennes de ratio d’explants traités (KT 1 et 10 
µM) sur explants non-traités (Ctrl), sur une échelle logarithmique en base 2 (Log2). Les valeurs 
montrées sont les moyennes de 6 cultures biologiques indépendantes, à savoir 3 cultures 
«répondeurs» et 3 cultures «non-répondeurs». Les barres d'erreurs représentent les écarts-types. 
*p<0.05 en fonction du segment contrôle non-traité. 
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3. Impact de l’apport de l’H2S par le dérivé ATB-352 sur l’expression génique de la 
muqueuse intestinale immature humaine 
L’évaluation des effets de l’H2S sur la muqueuse intestinale immature humaine a été 
effectuée via le traitement des explants en culture organotypique à l’ATB-352, un dérivé de 
kétoprofène permettant le relâchement du sulfure d’hydrogène une fois administré. Une 
analyse par RT-qPCR a d’abord permis de déterminer les impacts de l’apport de H2S sur 
les voies métaboliques précédemment analysées avec le kétoprofène seul (Figure 12). Cette 
comparaison a pu être effectuée à l’aide d’un ratio ATB/Kétoprofène afin d’évaluer l’effet 
«ajouté» du H2S sur la muqueuse intestinale immature humaine. Hormis pour l’expression 
du CXCL14 dans le groupe des répondeurs (Figure 12C, gauche) où l’apport en H2S semble 
posséder un impact statistiquement significatif, quoique non physiologiquement 
significatif, le gaz ne semble pas affecté l’expression des différents gènes impliqués dans 
les fonctions étudiées comparativement au kétoprofène seul (Figure 12).  
Dans le but d’étudier l’impact du H2S sur la muqueuse intestinale immature humaine, une 
seconde analyse a pu être effectuée en fonction des propriétés attribuées au sulfure 
d’hydrogène. En effet, celui-ci est connu pour réduire l’adhésion des leucocytes ainsi que 
l’expression de certaines cytokines pro-inflammatoires causées par l’administration des 
AINS. Ainsi, l’impact du H2S sur l’expression de la molécule d’adhésion ICAM-1 et de la 
cytokine TNFα a été évalué (Figure 13). Les gènes codant pour ces protéines sont tous 
deux surexprimés en réponse au kétoprofène et à l’ATB-352 chez le groupe des répondeurs 
alors que seul ICAM-1 est significativement augmenté en réponse au kétoprofène chez les 
non-répondeurs (Figure 13 A et B). Toutefois, aucune différence significative dans ces 
expressions n’est observable entre les explants traités au kétoprofène et ceux traités à 
l’ATB-352 (Figure 13 C et D).  
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Figure 12. Évaluation de l’effet du H2S sur les marqueurs de l’activité oxydoréductase, la 
phosphorylation oxydative, la réponse inflammatoire et la perméabilité intestinale de la 
muqueuse intestinale immature humaine en fonction des deux groupes de réponse établis. 
Analyse par RT-qPCR de l’expression des gènes de A) l’activité oxydoréductase (CYP3A4, 
DUOX2, NOS2 et SOD2), B) de la phosphorylation oxydative (ATP5G1 et NDUFA9), C) de la 
réponse inflammatoire (CXCL14 et TFF1) et D) de la perméabilité intestinale (OCN et CLDN-1) 
des explants de muqueuses intestinales immatures humaines (iléons) «répondeurs» (gauche) et 
«non-répondeurs» (droite) mis en culture organotypique en présence de kétoprofène et d’ATB-352 
(1 et 10 µM), après 48 heures. Les résultats sont exprimés en moyennes de ratio d’explants traités à 
l’ATB-352 (1 et 10 µM) sur explants traités au kétoprofène (1 et 10 µM) sur une échelle 
logarithmique en base 2 (Log2). Les valeurs montrées sont les moyennes de 6 cultures biologiques 
indépendantes, à savoir 3 cultures «répondeurs» et 3 cultures «non-répondeurs». Les barres 
d'erreurs représentent les écarts-types. *p<0.05 en fonction des explants traités au kétoprofène.  
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Figure 13. Évaluation des effets du H2S sur les gènes impliqués dans ses fonctions cibles 
théoriques.  Analyse par RT-qPCR de l’expression des gènes (A et C) ICAM-1 et (B et D) TNFα 
des explants de muqueuses intestinales immatures humaines (iléons) «répondeurs» et «non-
répondeurs» mis en culture organotypique en présence de kétoprofène et d’ATB-352 (1 et 10 µM), 
après 48 heures. (A et B) Les résultats sont exprimés en moyenne de ratio des explants traités (KT 
et ATB 1 et 10 µM) sur explants non-traités (Ctrl). (C et D) Les résultats sont exprimés en 
moyennes de ratio d’explants traités à l’ATB-352 (1 et 10 µM) sur explants traités au kétoprofène 
(1 et 10 µM) sur une échelle logarithmique en base 2 (Log2). Les valeurs montrées sont les 
moyennes de 6 cultures biologiques indépendantes, à savoir 3 cultures «répondeurs» et 3 cultures 
«non-répondeurs». Les barres d'erreurs représentent les écarts-types. *p<0.05 en fonction du 
segment contrôle non-traité. NS, non-significatif.  
 
 IV- DISCUSSION 
 
 
1. Sélection des gènes de référence appropriés pour la culture organotypique 
d’intestins fœtaux humains traités aux anti-inflammatoires non-stéroïdiens 
L’utilisation d’un ou plusieurs gènes de référence adéquats est primordiale pour 
l’interprétation des résultats obtenus par RT-qPCR. En effet, il a été montré, à de 
nombreuses reprises, que le choix de gènes de référence influence grandement les 
conclusions des études basées sur le RT-qPCR (Caradec et al., 2010). Ainsi, une analyse 
approfondie permettant la sélection des gènes de référence appropriés pour chaque nouveau 
projet doit être effectuée. Bien que quelques études se sont intéressées au choix de gènes de 
référence dans le tissu intestinal sous diverses conditions expérimentales (Dydensborg et 
al., 2006; Krzystek-Korpacka et al., 2014), aucune ne portait directement sur l’utilisation 
de ces gènes en contexte de culture organotypique en réponse à un traitement anti-
inflammatoire.  
Cette étude a donc fait appel à plusieurs méthodes de calculs différentes afin de permettre 
la sélection de gènes de référence appropriés pour l’étude d’expression de gènes dans des 
explants d’intestin fœtal humain en culture organotypique. Puisque la sélection de ces 
gènes de référence représente l’élément clé dans la validation et l’interprétation des 
résultats obtenus suite au RT-qPCR, et comme il n’existe aucun consensus clair quant à la 
méthode à utiliser, une combinaison de plusieurs approches spécialisées empruntant 
chacune des voies différentes pour évaluer la stabilité de l’expression de chaque gène 
semblait de mise. Cette analyse inclut donc les résultats obtenus de cinq méthodes, soit la 
comparaison des coefficients de variation, les compléments Excel GeNorm, NormFinder et 
BestKeeper et l’outil-web RefFinder, ayant toutes préalablement fait leurs preuves dans de 
nombreuses publications antérieures. Ces méthodes varient de la plus simple, soit la 
comparaison des coefficients de variation, à des algorithmes beaucoup plus complexes 
comme celui utilisé par le logiciel NormFinder. 
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Dix gènes métaboliques de base possédant des fonctions différentes ont été présélectionnés 
pour une analyse approfondie. Parmi ceux-ci figurent les gènes de référence les plus 
fréquemment utilisés dans le domaine du RT-qPCR, tels que l’ACTB, B2M et GAPDH, un 
des plus utilisés quant à la culture organotypique, RPS3A, et plusieurs autres ayant fait 
partie de nombreuses études antérieures sur les gènes de référence dans le tissu intestinal, 
entre autres, soit HPRT1, MAN1B1, MTR, PGK1, PPIA et RPS23 (Dydensborg et al., 2006; 
Krzystek-Korpacka et al., 2014). 
Cette étude a permis d’identifier RPS23 comme étant le gène ayant l’expression la plus 
stable parmi les 10 candidats étudiés indépendamment de la méthode statistique utilisée. En 
effet, selon le classement cumulatif, alors que le gène RPS23 domine le palmarès, le gène 
B2M se retrouve tout au bas du classement. Il est intéressant de noter que les gènes les plus 
fréquemment utilisés dans la normalisation «aveugle» des résultats de RT-qPCR occupent 
les derniers rangs du classement cumulatif établi, permettant ainsi de mettre l’emphase sur 
l’importance d’une normalisation adaptée pour chaque analyse plutôt que l’utilisation de 
gènes de référence «prévalidés». Les analyses des résultats des différents logiciels ont 
permis de conclure, d’abord qu’une paire de gènes de référence était suffisante pour une 
validation adéquate des résultats obtenus, comme suggéré par le logiciel GeNorm, et enfin, 
que les gènes RPS23 ainsi que PPIA représentaient la combinaison de gènes de référence 
idéale pour l’étude d’expression de gènes dans des explants d’intestin fœtal humain en 
culture organotypique traités aux AINS. Par conséquent, PPIA et RPS23 ont été utilisés 
pour la suite des calculs quant à l’évaluation des effets du kétoprofène et de son dérivé sur 
la muqueuse intestinale immature humaine. 
 
2. Évaluation des effets directs du kétoprofène et de son dérivé lié à l’H2S sur la 
muqueuse intestinale immature humaine 
Le kétoprofène est un anti-inflammatoire non-stéroïdien classique capable d’inhiber de 
façon non spécifique les isoenzymes COX-1 et COX-2 responsables du déclenchement de 
la cascade d’inflammation via la production de prostaglandines. Bien qu’utilisé 
principalement pour ses propriétés analgésiques et antipyrétiques chez l’adulte et l’enfant, 
le kétoprofène n’a jamais été mis en cause avec le développement de l’ENN. Dans la 
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littérature, outre les observations morphologiques quant au développement d’ulcères et 
d’érosions intestinales chez le rat, peu d’études s’intéressent aux effets du kétoprofène sur 
les différentes fonctions métaboliques de l’intestin. La toxicité attribuée au kétoprofène 
dépend de nombreux facteurs et celle-ci diffère d’une étude à l’autre. Les effets néfastes 
associés au kétoprofène semblent être spécifiques à chaque énantiomère (Cabré et al., 
1998; de la Lastra et al., 2000), toutefois certaines études se contredisent. En effet, l’équipe 
de la Lastra et collaborateurs (2000) a montré que l’énantiomère S(+) n’affecte pas 
l’activité de la myéloperoxydase (MPO) et de la superoxyde dismutase (SOD) dans la 
muqueuse intestinale de rat, contrairement au kétoprofène racémique et à l’énantiomère R(-
). L’équipe de Cheng et ses collaborateurs (2014), de son côté, a plutôt montré que 
l’énantiomère S(+) était la cause d’une baisse significative de l’activité des enzymes anti-
oxydantes catalase, GRd, GSH, GPx, GST et SOD. L’évaluation de la gastrotoxicité des 
AINS sur les animaux de laboratoire, que ce soit chez la souris ou le rat, est biaisée par le 
fait que les dommages à la muqueuse sont généralement observés avec des doses d’AINS 
qui, sur la base du poids de l’animal, sont bien au-delà de celles utilisées chez l’humain. 
Les études sur les effets du kétoprofène ne font pas exception à ces observations. Les effets 
indésirables du kétoprofène sont fréquemment documentés lorsque celui-ci est administré à 
des doses supérieures à celles recommandées ou lors de traitements à long terme (Cheng et 
al., 2014; de la Lastra et al., 2000), mais rarement rapportés suite à une dose unique 
reflétant les concentrations utilisées chez l’humain (Holzer et al., 2001). 
Cette étude a été entreprise dans le but d’évaluer les effets directs du kétoprofène sur la 
muqueuse intestinale immature humaine afin d’aider à la compréhension des mécanismes 
moléculaires responsables des entéropathies causées par les AINS. De plus, une 
comparaison de ses effets à ceux de l’indométacine, précédemment étudiés, a pu être 
effectuée en plus d’évaluer les effets bénéfiques d’un apport en H2S par le dérivé ATB-352 
comparativement au kétoprofène seul.  
La culture organotypique a été utilisée comme modèle expérimental pour cette étude 
puisqu’elle permet l’analyse des effets du kétoprofène et de son dérivé sur un tissu 
intestinal humain complet, soit un intestin fœtal immature formé d’un épithélium, d’une 
lamina propria, d’une muscularis mucosae, d’une sous-muqueuse et d’une couche 
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musculaire, permettant de reproduire ce qui se passe au niveau de l’intestin d’un embryon, 
d’un fœtus ou d’un nouveau-né prématuré suite à l’administration d’AINS. À ce stade de 
développement, soit à mi-gestation, les cellules immunitaires, tels que les macrophages et 
les lymphocytes, font aussi partie intégrante du système (Maheshwari et al., 2009). Bien 
que le recrutement de ces cellules dans la circulation sanguine ne puisse être effectué, 
l’activation locale de celles-ci peut avoir lieu suite à un stimulus. De plus, certaines 
composantes non-épithéliales sont aussi présentes dans le modèle utilisé et leur influence 
doit être prise en compte. Toutefois, les récentes publications du laboratoire ont mis en 
évidence l’épithélium comme étant le premier répondant aux différents stimuli (Ménard et 
al., 2012; Perron et al., 2013). 
 
2.1 Impact du kétoprofène sur la muqueuse intestinale immature humaine 
Les analyses par RT-qPCR ont permis d’établir l’impact du kétoprofène sur les voies 
métaboliques importantes précédemment identifiées comme étant significativement 
altérées en réponse à l’indométacine comme montrées à la figure 3 de Perron et al., 2013 
(Annexe II). La première analyse des données effectuée, en incluant toutes les cultures 
d’explants traités, montrait quelques tendances dans l’expression de certains gènes sans 
toutefois que celles-ci soient significatives, et ce, même pour des augmentations et/ou 
diminutions de l’expression de ces gènes de plus de 2 fois. C’est la réponse au traitement 
des explants, soit le niveau d’expression du gène COX-2 qui a permis de faire une 
distinction importante entre les différentes cultures. La raison la plus simple pour expliquer 
la distinction entre répondeurs et non-répondeurs réside dans la logique derrière le concept 
de médecine personnalisée, soit que différents sujets puissent répondre de manière 
différente à un même traitement. Les AINS sont des inhibiteurs pharmacologiques de 
l’activité des isoenzymes COX, inhibant ainsi la production de prostaglandines. Toutefois, 
en absence de prostaglandines, le système reçoit un signal pour augmenter la production de 
COX, c’est pourquoi une augmentation de l’expression du messager de COX-2 peut être 
observée dans les cultures identifiées subséquemment comme «répondeurs». La distinction 
entre les deux modèles de réponse obtenus a donc permis d’apprécier, de façon plus juste, 
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l’impact du kétoprofène sur les différentes voies métaboliques étudiées en regardant le 
groupe de répondeurs.  
De manière intéressante, le kétoprofène semble avoir un impact important sur l’expression 
des gènes impliqués dans l’activité oxydoréductase, à savoir CYP3A4, DUOX2, NOS2 et 
SOD2. CYP3A4 représente la forme intestinale la plus abondante du cytochrome P450 qui 
est responsable du métabolisme d’un grand nombre de médicaments (Thummel, 2007). 
L’augmentation de son expression, suite au traitement avec le kétoprofène, permet donc de 
valider la fonctionnalité des tissus étudiés, bien que ceux-ci soit immatures. La dual 
oxydase 2 (DUOX2), augmentée en réponse au kétoprofène, est une oxydase NADPH 
chargée de la production de peroxyde d’hydrogène (H2O2) relâché dans la lumière 
intestinale (Grasberger et al., 2013). Cette enzyme jouerait aussi, au niveau de l’intestin, un 
rôle dans la défense de l’hôte (Grasberger et al., 2013). Pour sa part, l’enzyme NOS2 aussi 
connu sous le nom d’iNOS, qui est également surexprimée suite au traitement au 
kétoprofène, est une oxyde nitrique synthase induite en réponse à l’inflammation ou à un 
stimulus immunologique, responsable de l’augmentation de la synthèse des médiateurs pro-
inflammatoires, tels que les interleukines 6 et 8 (Coleman, 2001). Tout comme DUOX2, 
NOS2 serait aussi impliquée dans la défense immune (Coleman, 2001). Finalement, 
l’expression de la superoxyde dismutase 2 (SOD2), une enzyme antioxydante 
mitochondriale, est aussi modulée à la hausse en réponse au kétoprofène. Cette enzyme 
serait responsable de la protection contre le stress oxydatif de par sa capacité à «dismuter» 
les radicaux libres, c’est-à-dire de procéder à l’oxydation et à la réduction de ceux-ci 
(Fukai et Ushio-Fukai, 2011). Un autre fait intéressant est la surexpression des gènes 
OCLN et CLDN-1, impliqués dans la perméabilité intestinale, en réponse au kétoprofène. 
L’occludine et la claudine-1 sont des protéines structurales du complexe de jonctions 
serrées, jouant un rôle important dans le maintien et la fonction de la barrière intestinale 
(Musch et al., 2006; Gassler et al., 2001).  
En somme, le traitement au kétoprofène provoque une surexpression des oxydoréductases 
étudiées impliquées dans le stress oxydatif, mais aussi dans la défense de l’hôte, ainsi 
qu’une possible diminution de la perméabilité intestinale de par la surexpression de gènes 
impliqués dans le complexe de jonctions serrées. L’interprétation de ces résultats se clarifie 
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en comparant les effets du kétoprofène obtenus à ceux précédemment étudiés avec 
l’indométacine. 
 
2.2 Comparaison des effets du kétoprofène à ceux précédemment caractérisés de 
l’indométacine sur la muqueuse intestinale immature humaine 
L’indométacine est l’AINS de référence pour le traitement de la persistance du canal 
artériel ainsi que comme agent tocolytique (Berkman et al., 2003; Van Overmeire et 
Chemtob, 2005). Les récents travaux du laboratoire ont montré l’impact de l’indométacine 
sur la muqueuse intestinale immature en utilisant, également, la culture organotypique 
comme modèle expérimental. Les résultats de cette étude montrent que l’indométacine 
module plusieurs voies métaboliques importantes autres que celles attendues reliées à 
l’inflammation. En effet, celle-ci exerce un impact négatif considérable sur les gènes 
impliqués dans les processus de glycolyse, de phosphorylation oxydative et de l’activité 
oxydoréductase (Perron et al., 2012). Ensemble, ces résultats ont permis d’établir un 
mécanisme probable par lequel l’indométacine exercerait ses effets secondaires néfastes sur 
la muqueuse intestinale, à savoir qu’un dérèglement du métabolisme du glucose et de la 
fonction mitochondriale causerait un épuisement d’ATP et une production accrue de ROS 
résultant en une perturbation de la fonction de la barrière intestinale (Perron et al., 2012; 
Basivireddy et al., 2002).  
Une des différences majeures entre la réponse au kétoprofène et celle à l’indométacine 
réside en l’expression des oxydoréductases étudiées. Alors que l’expression de DUOX2, 
NOS2 et SOD2 est augmentée en réponse au kétoprofène, celle-ci est diminuée suite à un 
traitement à l’indométacine. Cette différence serait explicable par le mécanisme d’action 
différent des deux AINS.  
L’indométacine exerce son pouvoir anti-inflammatoire par l’inhibition de la voie principale 
du métabolisme de l’acide arachidonique (AA), soit la production de prostaglandines, via 
l’inhibition de l’activité des isoenzymes COX (Pollard et Earnshaw, 2002). Par contre, 
l’inhibition de la synthèse des prostaglandines par l’indométacine provoquerait une 
augmentation de la dégradation de l’AA par la voie secondaire (Figure 14), via l’enzyme 5-
44 
 
lipoxygénase qui est responsable de la production de leucotriènes, dont la leucotriène B4 
(LTB4), un médiateur inflammatoire très important (Berganó et al., 2014). En plus 
d’augmenter la perméabilité microvasculaire et promouvoir l’infiltration des neutrophiles, 
la LTB4 stimule aussi la production de ROS par le relâchement de superoxyde (O2
-·) par 
les neutrophiles et de peroxyde d’hydrogène (H2O2) par les macrophages (Hedi et Norbert 
2004; Berganó et al., 2014). Par conséquent, cela suggère que la surproduction de ces 
dérivés réactifs de l’oxygène contribuerait au stress oxydatif et aux dommages causés à la 
muqueuse observables suite à l’administration d’indométacine traduit par une diminution 
des oxydoréductases étudiées. 
Toutefois, contrairement à l’indométacine et aux autres AINS classiques, le kétoprofène 
serait un inhibiteur à double action capable d’inhiber à la fois la synthèse des 
prostaglandines et celle des leucotriènes (Figure 15) par l’inhibition de l’action des 
enzymes cyclooxygénases et des lipoxygénases (LOX) (Sinatra et al., 2009). 
La double inhibition des COX et des LOX par le kétoprofène préviendrait l’augmentation 
de la production des leucotriènes, et du même coup la production de ROS, ce qui pourrait 
expliquer la surexpression des oxydoréductases clés étudiées. 
L’approche utilisée pour l’évaluation des impacts du kétoprofène est l’étude de marqueurs 
comme indicateurs d’altérations métaboliques et fonctionnelles. Une extrapolation de 
l’étude des composés sur l’expression des gènes impliqués dans les différentes fonctions 
métaboliques ciblées permet de déduire les différentes fonctions intestinales modifiées 
suite à l’administration d’AINS. Ainsi, en ayant un impact sur l’expression des gènes 
impliqués dans l’activité oxydoréductase, jouant aussi tous un rôle dans la défense de 
l’hôte, le kétoprofène et l’indométacine possèderaient un impact fonctionnel sur les 
mécanismes d’oxydoréduction et de défense intestinaux. Ces impacts fonctionnels 
pourraient éventuellement être validés dans un modèle animal de l’ENN, toutefois aucun 
modèle adéquat n’est disponible. 
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2.3 Impact local de l’apport d’H2S par le dérivé ATB-352 
Dans le but de minimiser les effets secondaires néfastes attribués à l’administration des 
AINS, des dérivés de ces médicaments liés au H2S ont été développés afin d’exploiter les 
effets cytoprotecteurs et anti-inflammatoires attribués à ce gaz (Li et al., 2011). Parmi ces 
dérivés se retrouve l’ATB-352, un dérivé de kétoprofène lié à un groupement 4-
hydroxythiobenzamide qui permet le relâchement du H2S une fois administré, développé 
par le professeur John L. Wallace (Gemici et al., 2015). Dans le but de mesurer l’impact 
local de l’ATB-352 sur la muqueuse intestinale immature humaine, une comparaison des 
effets de l’ATB-352 et du kétoprofène seul, en culture organotypique, a pu être effectuée 
afin d’évaluer les effets «ajoutés» d’un apport en H2S sur la muqueuse intestinale immature 
humaine.   
Des études ont montré que l’administration d’un donneur d’H2S préviendrait les dommages 
oxydatifs causés à la muqueuse en plus d’atténuer certains éléments de l’inflammation 
amenés par l’administration d’AINS (Wallace et al., 2007; Li et al., 2007; Fiorucci et al 
2007; Gemici et al., 2015). En effet, le H2S possède la capacité d’inhiber l’adhérence des 
leucocytes et leur migration aux sites d’inflammation en plus de réduire la production de 
certaines cytokines pro-inflammatoires (Fiorucci et al., 2005). Toutefois, les analyses 
effectuées sur les gènes impliqués dans les fonctions métaboliques précédemment étudiées, 
soit l’activité oxydoréductase, la phosphorylation oxydative, la réponse inflammatoire et la 
perméabilité intestinale, en plus des gènes cibles du gaz, soit la molécule d’adhésion 
ICAM-1 et la cytokine pro-inflammatoire TNFα, n’ont pas permis de démontrer l’efficacité 
du H2S. Cependant, ces résultats peuvent être facilement explicables lorsqu’on s’attarde au 
relâchement du gaz à partir du dérivé ATB-352 (Figure 3). En fait, le mécanisme de 
relâche du H2S à partir du dérivé n’est pas encore complètement élucidé. On sait que le 
dérivé est effectivement capable de relâcher le gaz (Wallace et al., 2008), par contre le 
moment de la relâche est encore nébuleux, à savoir si elle est effectuée dès que le composé 
est administré ou si elle est effectuée seulement une fois que le composé est absorbé par la 
cellule (Caliendo et al., 2010; Gu et Zhu 2011).   
Dans la littérature, toutes les études réalisées sur les dérivés liés à l’H2S ont été effectuées 
in vivo chez le rat, soit dans un système fermé. Par contre, aucune étude n’a étudié ou 
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mesuré la réaction du composé in vitro, dans un système ouvert. Dès lors, ceci amène un 
questionnement quant au moment de la relâche du gaz. Si cette relâche est effectuée trop 
rapidement, soit lors de l’ajout dans le milieu, le gaz n’aura pas le temps d’agir sur la 
muqueuse intestinale et sera ainsi épuisé avant même d’avoir eu un quelconque impact. Par 
conséquent, ceci pourrait expliquer l’absence d’effets du composé ATB-352 sur le profil 
d’expression des gènes étudiés dans cette étude.   
Par contre, bien qu’aucune efficacité n’ait été démontré pour le H2S, cette étude a permis 
de voir, de façon indirecte, que le benzamide, issu de la dissociation du dérivé qui est libéré 
en même temps que le kétoprofène, ne semble pas avoir d’effets, toxiques ou non, sur la 
muqueuse intestinale immature humaine. 
 V- CONCLUSION 
 
 
En conclusion, cette étude a permis de démontrer que localement le kétoprofène semble 
engendrer une réponse moins néfaste que l’indométacine, possiblement dû à son rôle de 
double inhibiteur des enzymes impliquées dans le métabolisme de l’acide arachidonique. 
Cette conclusion met de l’avant l’importance de la compréhension des mécanismes 
moléculaires responsables des entéropathies causées par les AINS. Toutefois, il serait 
intéressant d’analyser les autres voies métaboliques altérées en réponse au kétoprofène, 
puisque cette étude s’est principalement intéressée aux voies métaboliques précédemment 
identifiées comme étant significativement altérées en réponse à l’indométacine.  
Afin d’approfondir l’investigation dans le but de mieux comprendre la distinction entre les 
deux groupes de réponse, répondeurs et non-répondeurs, un dosage par ELISA des 
prostaglandines PGE2 pourrait être effectué pour confirmer la stratégie de distinction des 
groupes. En outre, le dosage des leucotriènes, par un ELISA pour la LTB4, pourrait aussi 
permettre de confirmer le rôle de double inhibiteur des enzymes COX et LOX du 
kétoprofène. De plus, pour déterminer les effets réels du sulfure d’hydrogène sur la 
muqueuse intestinale immature humaine, la culture des explants pourrait être effectuée 
dans une phase gazeuse enrichie en H2S, permettant de mieux apprécier les effets 
bénéfiques du sulfure d’hydrogène. 
Finalement, cette étude a aussi permis de mettre en lumière l’importance d’une 
normalisation adaptée pour chaque analyse de RT-qPCR plutôt que l’utilisation de gènes 
de référence communs «prévalidés». 
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ANNEXE II 
 
Ingenuity pathway analysis des fonctions cellulaires, moléculaires et physiologiques 
modulées par l'indométacine sur la muqueuse intestinale immature humaine (Perron et al., 
2013).  
